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Introduction
Historique
Le premier organisme a été séquencé en 1977.

virus bactériophage X174, possédant un ADN simple brin ne nécessitant donc
pas l'étape de dénaturation utilisé dans les méthodes de Sanger et Maxam et
Gilbert.

Depuis une trentaine d'année, l'amélioration de la technique de production des
amorces, de l'amplification des brins et la généralisation des traceurs
fluorescents ont permis d'améliorer considérablement les techniques de
séquençage.







L’ADN est un acide nucléique double brin





Méthode de Fred. Sanger
C’est une technique enzymatique , elle est la plus fréquemment utilisée a été mise par Fred
Sanger.
Les nucléotides sont liés les uns aux autres grâce à des liaisons phosphodiester qui se forment
entre le groupement OH en position C3’ du ribose du premier nucléotide et le groupement
phosphate.
La méthode de séquençage de Sanger utilise des nucléotides didésoxyribonucléotides (ddNTP)
qui ont un atome d’hydrogène à la place du groupement OH sur le carbone 3’du ribose.

Ces ddNTP diffèrent des dNTP par leur extrémité 3’. L’extrémité 3’OH des dNTP est remplacée
par une extrémité 3’H. Cette modification empêche la formation de la liaison phosphodiester
entre le ddNTP incorporé dans la chaîne et le nucléotide suivant. L’allongement de la chaîne est
alors interrompue en position C5’ du ribose du deuxième nucléotide.
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La méthode de séquençage de Sanger utilise des
nucléotides didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui ont
un atome d’hydrogène à la place du groupement OH
sur le carbone 3’du ribose.

Ces ddNTP diffèrent des dNTP par leur extrémité 3’.
L’extrémité 3’OH des dNTP est remplacée par une
extrémité 3’H. Cette modification empêche la
formation de la liaison phosphodiester entre le ddNTP
incorporé dans la chaîne et le nucléotide suivant.

L’allongement de la chaîne est alors
interrompue en position C5’ du ribose du
deuxième nucléotide.

La réaction de Sanger repose sur
l’incorporation alléatoire par cette ADN
polymérase de didéoxynucléotides
interrupteurs de chaîne (ddNTP) eux aussi
présents dans le milieu réactionnel.

















Après purification, L’ ADN peut être séquencé en utilisant une polymérase qui
synthétise un brin complémentaire à partir d’un brin matrice du fragment d’ADN
d’intérêt ; quand la polymérase incorpore un des quatre « didésoxynucléotides »
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ou ddTTP présents séparément dans quatre réactions
individuelles), la synthèse s’arrête. Cela génère un mélange de molécules qui se
terminent à chaque position où se trouve un A, un C, un G, ou un T (selon le type
de didésoxynucléotide présent). Les fragments dans ce mélange sont séparés
selon leur taille par électrophorèse sur gel. La connaissance du
didésoxynucléotide qui a été incorporé dans chaque réaction permet ainsi de
déduire la séquence du fragment d’ADN d’intérêt.





Préparation d’une grande quantité d’ADN (~1mg via miniprep)
Dénaturation et ajoût de l’amorce, des 4 dNTP (dont 1 radioactif, S35 ou P32) et de
l’ADN polymerase Faire 4 aliquots et mettre un peu de ddNTP dans chaque tube
Elongation et terminaison par incorporation de didéoxynucléotides spécifiques.
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Les fragments dans ce mélange sont séparés
selon leur taille par électrophorèse sur gel.
La connaissance du didésoxynucléotide qui a
été incorporé dans chaque réaction permet
ainsi de déduire la séquence du fragment
d’ADN d’intérêt.
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• Ces ddNTP sont chacun marqués par un
fluorochrome spécifique . Quatre
fluorochrome différents qui émettent,
apres excitation par un faisceau laser des
fluorescences de couleurs différentes.

• Chacune de ces couleurs physiques est
convertie en une couleur informatique par
un logiciel de traitement de ces différents
fluorescences.





Séquençage automatique
Ordinateur



Adaptation de la technique à la fluorescence

chaque ddNTP (ddATP,ddTTP,ddCTP,ddGTP) est marqué par un fluorochrome différent dont
le spectre d’émission est spécifique. Une analyse spectrale va différencier les différents
fluorochromes, associer la base correspondante et donc définir la séquence nucléotidique
du brin d’ADN initial
Le fluorochrome donneur est excité par un rayon laser à argon émettant à 488nm et
514,5nm.Son énergie de fluorescence émise (515-520nm) est captée intégralement par le
fluorochrome accepteur qui est excité à son tour. Le fluorochrome accepteur ou
dichloroRhodamine est différent pour chaque type de ddNTP.
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Capillaires

http://www.genomenewsnetwork.org/resources/whats_a_genome/Chp2_2.shtml

http://www.aecom.yu.edu/cancer/new/cores/sequencing/abi3700.htm


